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Klinische und funktionelle Charakterisierung einer stark wachstumsretardierten 
Patientin mit einer zusammengesetzten heterozygoten Pericentrinmutation und 
einer heterozygoten IGF1-Rezeptor Mutation. 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
 




Die menschliche Entwicklung ist charakterisiert durch ein rasches fetales Wachstum, 
ein langsames postnatales Wachstum, ein kontinuierliches Wachstum im Laufe der 
Kindheit sowie einen Wachstumsschub während der Pubertät. 
In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Mutationen in den Genen des Pericentrins 
(PCNT) und des Insulin-like growth factor-1 Rezeptors (Insulin ähnlicher 
Wachstumsfaktor Typ 1 Rezeptor, IGF1R) seltene Auslöser von prä- und postnataler 
Wachstumsrestriktion darstellen können. In dieser Arbeit wird eine stark 
wachstumsretardierte Patientin mit zusammengesetzter heterozygoter PCNT-Mutation 
und heterozygoter IGF1R-Mutation beschrieben.  
Ziel dieser Arbeit war zum einen die ausführliche klinische Charakterisierung der 
Patientin. Zum anderen sollte auf zellulärer Ebene überprüft werden, inwieweit die 
genannten Mutationen den Phänotyp der Patientin erklären. Um die funktionellen 
Zusammenhänge zu untersuchen, wurden in vitro Assays durchgeführt. Hierfür standen 
neben mit dem mutierten Rezeptor transfizierte IGF1R-defiziente Mausfibroblasten     
(R--Zellen) auch humane Fibroblasten zur Verfügung. Es wurden die totale und die 
extrazelluläre Rezeptorexpression, die IGF1 induzierte Stimulierung und die 
Signaltransduktion des mutierten IGF1R untersucht. Weiterhin wurde die proliferative 
Kapazität der Patientenfibroblasten analysiert. Die Ergebnisse dieser Analysen ergaben 
keine relevanten Funktionseinschränkungen des mutierten IGF1R. Demgegenüber steht 
eine reduzierte Zellproliferation der Patientenfibroblasten. Die zugrunde liegenden 
Mechanismen der verminderten Proliferationskapazität sind womöglich den 
PCNT-Mutationen zuzurechnen. In Versuchen zur IGF1 induzierten 
Proliferationssteigerung konnte die Proliferation der Patientenfibroblasten zwar 
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kurzfristig stimuliert werden, bei längerer IGF1-Stimulation konnte jedoch das 
bestehende Proliferationsdefizit nicht ausgeglichen werden. Die genauen 
molekularbiologischen Auswirkungen der PCNT-Mutation in Bezug auf den 
ausgeprägten Phänotyp der Patientin müssen in zukünftigen Arbeiten noch weiter 
aufgeklärt werden. 
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I ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
 Chk1   Checkpoint-Kinase 1 
 DNS   Desoxyribonukleinsäure 
 GH   Growth hormone / Wachstumshormon 
 GHRH   Growth hormone releasing hormone /Somatoliberin 
 IGF1   Insulin-like growth factor type-1 / Insulin ähnlicher  
Wachstumsfaktor Typ 1 
 IGF1R   IGF1-Rezeptor 
 IGF2   Insulin-like growth factor type 2 / Insulin ähnlicher  
Wachstumsfaktor Typ 2 
 IR   Insulin-Rezeptor 
 IRS   Insulin Rezeptor Substrat 
 IUGR   Intrauterine growth retardation / intrauterine Wachstums- 
retardierung 
 MAPK/ERK  Mitogen-activated protein Kinase / extracellular  
signalregulated Kinase 
 MOPDII  Mikrozephaler osteodysplastischer primordialer  
Kleinwuchs Typ II nach Majewski 
 MRT   Magnetresonanztomographie 
 PCNT   Pericentrin 
 PKB/AKT  Proteinkinase B 
 p85PI3K  Regulatory subunit p85 phosphoinositide-3 Kinase 
 rhGH   rekombinantes Wachstumshormon 
 R--Zellen  IGF1-defiziente Mausfibroblasten 
 SDS   Standardabweichung 
 SGA   Small for gestational age / zu klein für das Geburtsalter 
 WST-1   Water soluble tetrazolium-1  
 WT   Wildtyp 
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1 EINLEITUNG UND HINTERGRUND 
 
1.1 Definition, Epidemiologie und Folgen prä- und postnataler  
Wachstumsretardierung – ein Überblick 
 
Das normale pränatale Wachstum ist angewiesen auf ein optimales intrauterines 
Millieu, welches von dem mütterlichen, plazentaren und fetalen Versorgungszustand 
abhängig ist. Liegt das Geburtsgewicht und/oder die Geburtslänge um mehr als zwei 
Standardabweichungen (SDS) unterhalb der für das Gestationsalter entsprechenden 
Norm, spricht man von born too small for gestational age (SGA) (1;2). Synonym wird häufig 
der Begriff der intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) verwendet. Hierbei ist 
jedoch folgendes abzugrenzen: Die Diagnose SGA erfasst durch ihre statistische 
Definition auch die völlig gesunden, jedoch zu kleinen Kinder. Dagegen beschreibt 
IUGR einen SGA-Phänotyp, dem ein pathologischer Prozess zugrunde liegt, welcher den 
Feten daran hindert sein gesamtes Wachstumspotential auszunutzen (3).  
Jedes Jahr erfüllen circa 5 bis 8 % aller geborenen Kinder die Kriterien der Diagnose 
SGA. In etwa 90 % der Fälle normalisiert sich die Körpergröße/das Körpergewicht 
spontan innerhalb der ersten zwei Lebensjahre (3). Bei circa 10 % der Kinder bleibt ein 
adäquates postnatales Aufholwachstum aus. Neben einem gesteigerten Risiko für 
permanente Kleinwüchsigkeit wurde in mehreren Studien gezeigt, dass SGA in allen 
Lebensabschnitten mit einem erhöhten Gesundheitsrisiko assoziiert ist (4). Dies reicht 
von einem vermehrten Auftreten von plötzlichen Kindstod oder nekrotisierender 
Enterokolitis in der Perinatalphase (5) bis hin zu einem erhöhten Risiko für die 
Entwicklung von Typ II Diabetes mellitus (6;7), kardiovaskulären Erkrankungen (8), 
Niereninsuffizienz (9), mentale Retardierung (10) und Adipositas (11;12) in der 
Adoleszenz und im Erwachsenenalter. 
Eine adäquate Therapie des Kleinwuchses ist nicht in jedem Fall möglich. Zwar stellen 
Präparate wie das rekombinante Wachstumshormon (rhGH) und  der rekombinant 
hergestellte Insulin-like growth factor 1 (Insulin ähnlicher Wachstumsfaktor Typ 1, IGF1) 
mögliche Therapieoptionen dar, weisen aber eine strenge Indikationsstellung auf. So wird 
rhGH in Fällen von nachgewiesenem Wachstumshormonmangel, bei SGA-Phänotyp mit 
fehlendem postnatalen Aufholwachstum, Turner-Syndrom, Noonan-Syndrom, Prader-
Willi-Syndrom und Wachstumsstörungen infolge chronischer Niereninsuffizienz oder 
SHOX-Mangel (Short stature homeobox gene) verabreicht (3). Eine Therapie mit IGF1 
findet vor allem bei einem schweren primären Mangel von IGF1 Anwendung (13). Neue 
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Therapieansätze wie die Gabe von Aromataseinhibitoren befinden sich zurzeit noch in 
der Phase der klinischen Studie und verfügen über einen sehr engen therapeutischen 
Rahmen (14).  
Die Ursachen für einen SGA-Phänotyp oder einer IUGR sind mannigfaltig (3). Neben 
fetalen, mütterlichen und intrauterinen Faktoren sind vor allem genetische 
Veränderungen als Ursache für prä- und postnatale Wachstumsretardierung in den Fokus 
der Forschung gerückt (15-19). In den letzten Jahren ist das Wissen um genetisch 
determinierten Kleinwuchs stetig gewachsen. Die gezielte genetische Analyse spielt daher 
für die diagnostische Abklärung eine essenzielle Rolle und erfolgt je nach Klinik des 
Patienten.  
 
1.2 Mikrozephaler osteodysplastischer primordialer Kleinwuchs Typ II nach  
Majewski 
 
Mikrozephaler osteodysplastischer primordialer Kleinwuchs Typ II nach Majewski 
(MOPDII) stellt eine seltene genetische Ursache von intrauterinem bzw. primordialem 
Kleinwuchs dar (20;21). Die pathophysiologischen Grundlagen für MOPDII wurden 
erstmals 2008 durch Prof. Anita Rauch publiziert (22). In ihrer Arbeit beschrieb sie 
autosomal rezessive Mutationen im PCNT-Gen, die neben IUGR postnatal zu 
persistierendem Kleinwuchs ohne Aufholwachstum führen. Patienten mit MOPDII 
erreichen bis zum Erwachsenenalter eine endgültige Körpergröße von circa einem Meter 
(21;23). Der Körperbau erscheint dabei mit zunehmendem Alter disproportionierter (23). 
In der Regel besteht ein verzögertes Knochenalter sowie eine generalisierte skelettale 
Dysplasie, welche sowohl die Entwicklung der Epiphysen als auch die der Metaphysen 
der langen Röhrenknochen betrifft (24). Der Grad und die Schwere der Anomalien 
variieren stark. Ein Beispiel hierfür ist die leichte, meist schon bei Geburt bestehende 
Hüftdysplasie, welche durch kleine Beckenschaufeln, flaches Acetabulum und kleinen 
hypoplastischen Femurkopf gekennzeichnet ist. Durch einen verfrühten knöchernen 
Verschluss der Epiphysenfugen entwickelt sich im Alter von drei bis acht Jahren aus der 
zunächst milden Hüftdysplasie häufig eine schwere Coxa vara, welche in den meisten 
Fällen einer operativen Behandlung bedarf. Weiterhin sind röntgenologisch nachweisbare 
V-förmige metaphysäre Knochenanbauten sowie dreieckig geformte distale 
Femurepiphysen sehr typische skelettale Veränderungen bei Patienten mit MOPDII. Im 
Laufe der Entwicklung nimmt die Dysplasie und Verkürzung der Extremitäten zu, 
welche häufig mit Luxation oder Subluxation der Knie-, Radioulnar- und Hüftgelenke 
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einhergehen. Bedingt durch eine mangelnde Ossifikation werden eine dünne 
Knochenstruktur in den Armen und Beinen sowie das vermehrte Auftreten von 
Wirbelsäulenskoliose beschrieben (23;25). Der Kopf von Patienten mit MOPDII wächst 
langsamer als der Rest des Körpers und weist am Ende in etwa das Hirnvolumen eines 
drei Monate alten Kindes auf. Diese schwere Mikrozephalie geht anders als bei Patienten 
mit Seckel-Syndrom und primärer Mikrozephalie nicht unbedingt mit einer verminderten 
Intelligenz einher. Die mentale Entwicklung von Patienten mit MOPDII variiert 
zwischen normaler oder fast normaler Intelligenz bis hin zu schwerer mentaler 
Retardierung (23;26). Weitere phänotypische Charakteristika sind eine hohe, nasale 
Stimme, eine prominente, geschwungene Nase mit kleinen Nasenflügeln und 
verlängertem Philtrum, volle Wangen, als Kind große, später mandelförmige Augen, ein 
langes Mittelgesicht, ein kleines Kinn, Mikrodontie und dysplastischer Zahnschmelz, 
tiefsitzende leicht dysplastische Ohren mit kleinen Ohrläppchen und Pigmentstörungen 
der Haut in Form von Café au lait-Flecken (23-25;27). Neben den fazialen und 
skelettalen Besonderheiten besteht für Patienten mit MOPDII eine hohe juvenile 
Sterblichkeit. Beschrieben wurden unter anderem die Ausbildung von Kardiomyopathien 
(23;28), Dyslipidämien sowie eine frühzeitig bestehende Insulinresistenz mit Entwicklung 
eines Typ II Diabetes mellitus (29). Neurovaskuläre Insulte sind eine weitere häufige und 
vor allem gefährliche Komorbidität von Patienten mit MOPDII. Oftmals sind sie der 
Grund für die Entwicklung von kognitiven Beeinträchtigungen und Zerebralparesen. 
Patienten mit MOPDII leiden dabei häufig an einer Moyamoya-Erkrankung (30;31). 
Hierbei kommt es zu einer Stenosierung oder einem vollständigen Verschluss von 
zerebralen Arterien. Die Folgen sind eine relative Blutarmut des betroffenen 
Versorgungsgebietes, was zu einem Schlaganfall oder einer zerebralen transitorisch 
ischämischen Attacke führt (32). In unterschiedlichen Arbeiten wurde gezeigt, dass für 
Patienten mit MOPDII ein Risiko von 19 % (23) bis 24 % (33) besteht, an Moyamoya zu 
erkranken. In einer weiteren Studie werden seit 2008 Patienten mit MOPDII mittels 
Magnetresonanztomographie (MRT) untersucht. Hier zeigte sich, dass bei bis zu 52 % 
der untersuchten Patienten neurovaskuläre Veränderungen in Form einer Moyamoya-
Erkrankung und/oder zerebrale Aneurysmen vorliegen (30). Im Vergleich zu den 
vorhergehenden Studien zeigte sich in dieser Kohorte eine erhöhte Inzidenz von 
zerebrovaskularen Erkrankungen. Die Ursache für diese Diskrepanz ist die 
MRT-Untersuchung auch von asymptomatischen Patienten. Bei einem Teil dieser 
Patienten zeigten sich zerebrale Anomalien ohne bis dahin korrelierende klinische 
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Symptome. Eine frühzeitige gezielte Diagnostik von MOPDII sollte daher unbedingt 
angestrebt werden, um die Prognose der Erkrankung und deren Komorbiditäten genau 
einzuschätzen und wenn nötig eine entsprechende Therapie einzuleiten. 
 
1.3 Das Pericentrin 
 
Als Zellzyklus bezeichnet man den regelmäßigen Wechsel zwischen der Interphase 
und der Mitose. Durch Verdopplung der DNS, Verteilung identischer 
Chromosomensätze und Zellteilung entstehen aus einer eukaryotischen Zelle zwei 
identische Tochterzellen. Die Zellteilung und die Stammzellerneuerung sind abhängig 
von der exakten Ausbildung des Spindelapparates und der korrekten Funktion des 
Zytoskeletts. Den Ursprung des Spindelapparates bilden die Zentrosomen und deren 
perizentriolare Matrix. Pericentrin wird ubiquitär exprimiert und ist ein integraler 
Bestandteil des Zentrosoms und der Zentriolen-assoziierten Funktionen (34). Diese 
umfassen die Organisation des Spindelapparates während der Mitose, die Regulation des 
Zellzyklus sowie die Zytoskelettorganisation (35). Das PCNT-Gen ist auf dem langen 
Arm des Chromosoms 21 (21q22.3) lokalisiert und besteht aus 47 Exons, welche das 
PCNT-Protein bestehend 3336 Aminosäuren kodieren. Das PCNT-Protein enthält 
mehrere coiled-coil oder Doppelwendel-Domänen, welche sich am N-Terminus und am 
C-Terminus befinden. Die Doppelwendel-Domänen werden durch lineare Enden 
flankiert. PCNT gehört zur Familie der Calmodulin bindenden Phosphoproteine. Die 
Calmodulin bindende Domäne liegt in einem hochkonservierten Motiv, der sogenannten 
Pericentrin-AKAP450 Centrosomal Targeting-Domäne nahe des C-Terminus (36). Über die 
N-terminale Region interagiert PCNT mit γ-Tubulin, welches für die korrekte 
Ausbildung der zentrosomalen Mikrotubuli benötigt wird (37-39).  
Veränderungen der PCNT-Funktion ziehen eine gestörte Zellfunktion und Zellteilung 
in allen Geweben nach sich. Dies führt letztlich zu einer Reduktion der Zelldichte aller 
Gewebe und infolgedessen zu primordialem Kleinwuchs ohne Aufholwachstum und 
Mikrozephalie. Derzeit stehen verschiedene Modelle zur Erklärung der 
pathophysiologischen Kausalzusammenhänge im wissenschaftlichen Diskurs. Einerseits 
resultieren Veränderungen im PCNT Protein in einer gestörten Interaktion von PCNT 
assoziierten Bindungsproteinen und dem Zentrosom. So zieht eine reduzierte Interaktion 
von γ-Tubulin und PCNT eine irreguläre zentrosomale Mikrotubuliausbildung und 
-organisation nach sich. Daraus resultieren Defekte des Spindelapparats mit 
Missegregation der Chromosomen, Mitoseversagen und schließlich Zelltod (22;34;37;40). 
EINLEITUNG UND HINTERGRUND 
 - 15 -
Andererseits führt ein dysfunktionales Zytoskelett während der Zellteilung zu einer 
asymmetrischen Ausrichtung der Äquatorialebene. Für eine Erneuerung der 
multipotenten Stammzellen ist eine symmetrische Stammzellteilung nötig (41). Eine 
asymmetrische Stammzellteilung ergibt Tochterzellen, die zu Proliferation und 
Differenzierung im Stande sind, aber die Stammzellfunktion verloren haben. Die Folge 
ist eine kleiner werdende Stammzellzahl (34;35). Ein anderes Modell impliziert eine 
defekte Progression der Mitose aufgrund einer fehlenden Zellzykluskontrolle. Die durch 
PCNT-Mutationen verursachten Zentrosomenaberationen führen unter anderem zu 
Defekten in den Kontrollpunkten des Zellzyklus, den sogenannten Checkpoints. In 
Studien konnte gezeigt werden, dass PCNT in die zentrosomale Verankerung von 
Checkpoint-Kinase 1 (Chk1) involviert ist (42;43). Die fehlende Interaktion zwischen der 
Chk1 und dem Zentrosom führt zu einem verfrühten Übertritt der Zelle in das 
Mitosestadium. Die Mitose findet ohne weitere Kontrolle der verdoppelten DNS statt. 
Mögliche DNS Schäden wurden zuvor nicht repariert und führen daraufhin zu einen 
Mitosearrest mit anschließendem Zelltod (40). 
 
1.4 Das IGF-System als Regulator von Wachstum und Entwicklung 
 
Mit dem Wachstumshormon (GH) und dem IGF1 stellt die somatotrope Achse den 
wichtigsten hormonellen Regulator des prä- und postnatalen Wachstums dar. Ausgehend 
von der Ausschüttung des GH Releasing Hormons (GHRH, Somatomedin) aus dem 
Hypothalamus in das hypophyseale Portalvenensystem stimuliert GHRH die Produktion 
und Sekretion von GH aus dem Vorderlappen der Hypophyse. Direkte Effekte des GH 
sind die Erhöhung des Blutglukosespiegels, der Aufbau von Muskulatur, die Stimulation 
der Lipolyse und Ketogenese sowie die Zunahme des Körpergewichts und des 
longitudinales Wachstums (44). Weiterhin wird die Transkription von IGF1 in der Leber 
aktiviert, was zu einem Anstieg des IGF1-Spiegels im Blutkreislauf führt. IGF1 inhibiert 
zum einen die Ausschüttung von GHRH aus dem Hypothalamus, zum anderen reguliert 
es die Zellproliferation, die Differenzierung und die Modulation von apoptotischen 
Signalen in vielen verschiedenen Geweben (45;46).  
Störungen der GH-IGF1-Achse führen zu unterschiedlichen Formen von 
Kleinwuchs. So wurde gezeigt, dass GH-Defizienz, ausgelöst durch genetische 
Veränderungen im GHRH-Rezeptor (47;48), GH-Mutationen (49) oder Mutationen in 
Genen, die an der Entwicklung der GH-produzierenden Zellen des 
Hypophysenvorderlappens beteiligt sind (z.B. PROP 1, LHX, PIT 1) (50-52) zu 
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postnatalem Kleinwuchs führen. Ebenso führen GH-Rezeptormutationen zu 
Wachstumsretardierungen (53;54). Von besonderer Bedeutung ist, dass das intrauterine 
Wachstum hiervon nicht betroffen ist. Ursächlich hierfür ist eine unterschiedliche prä- 
und postnatale Expressionsregulation von IGF1. Während das postnatale Wachstum 
über die Freisetzung von IGF1 nach GH-Stimulation reguliert wird, unterliegt das 
pränatale Wachstum einem anderen Regelkreis. Die Expression von IGF1 wird hier vor 
allem durch Insulin, also vom Vorhandensein von Nährstoffen reguliert (44;55). 
Patienten mit genetischen Veränderungen im GH-Gen zeigen bei der Geburt daher eine 
normale oder leicht reduzierte Geburtsgröße bzw. Geburtsgewicht und entwickeln erst 
postnatal eine auffällige Wachstumsretardierung (19). Hingegen zeigen Patienten mit 
einer IGF1-Defizienz auf Grund von homozygoten Mutationen im IGF1-Gen bereits 
intrauterin eine starke Wachstumsretardierung und Mikrozephalie, teilweise mit Taubheit 
und psychomotorischer Retardierung (56;57). Die Bedeutung von IGF1, dem IGF1R 
und dessen Signalmolekülen für die pränatale Entwicklung wird auch an 
Knockout-Mäusen deutlich (58). So zeigten Untersuchungen an IGF1 defizienten 
Mäusen ein um 40 % vermindertes Geburtsgewicht, IGF1R-defiziente Mäuse erreichten 
nur circa 45 % der normalen Geburtsmaße und verstarben kurz nach der Geburt an 
respiratorischer Insuffizienz. Auch bei Menschen sind funktionell relevante Defekte im 
IGF1R-Gen ursächlich für prä- und postnatalen Kleinwuchs. Bisher gibt es keine 
Beschreibungen von Patienten mit homozygoter IGF1R-Mutation. Patienten mit 
identifizierten und funktionell untersuchten heterozygoten IGF1R-Mutationen sind bis 
heute selten (59-67). Die Auswirkungen der bereits veröffentlichten IGF1R-Mutationen 
sind variabel und abhängig von der noch vorhandenen Signaltransduktion des Rezeptors.  
 
1.5 Der IGF1-Rezeptor 
 
Das humane IGF1R-Gen besteht aus 21 Exons, welche circa 315 kBp umfassen und 
auf dem langen Arm des Chromosoms 15 (15q26.3) liegen. Der IGF1R wird in fast allen 
Geweben exprimiert. Die Expression ist zum einen abhängig vom Ernährungszustand 
und Entwicklungsstadium zum anderen von der Präsenz extrazellulärer Hormone und 
intrazellulärer Faktoren. Die Expression des Rezeptors ist bereits im 8-Zell-Stadium 
detektierbar, erreicht im Embryonalstadium ihre höchste Expressionsrate und nimmt bis 
zum Erwachsenenalter konstant ab (68;69). Der IGF1R weist eine entwicklungs- und 
gewebeabhängige strukturelle Heterogenität auf, verursacht durch alternatives Splicing 
oder abweichende Glycosylierung. So findet sich vor allem in Neuronen, Plazenta- oder 
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Myocardzellen eine zeitlich und gewebespezifisch veränderte Expression von Isoformen 
des IGF1R (70-72). Die am besten beschriebene Isoform entsteht durch alternatives 
Splicing im Intron 13. Der dabei entstehende Verlust von drei Nukleotiden hat aufgrund 
einer verminderten Rezeptorinternalisierung eine zweifach erhöhte Aktivität der 
nachgeschalteten Signaltransduktion zur Folge (73;74). 
Der IGF1R gehört wie der Insulinrezeptor (IR) und der Insulin receptor-related-Rezeptor 
zur Familie der transmembranalen Tyrosinkinasen. Der IR und IGF1R weisen eine hohe 
strukturelle Homologie auf, welche in der Tyrosinkinase-Domäne am größten ist. Der 
IGF1-Präprorezeptor besteht zunächst aus einem einzelnen 1.367 Aminosäuren langen 
Polypeptidstrang. Während der Prozessierung im endoplasmatischen Retikulum wird das 
Signalpeptid, bestehend aus 30 Aminosäuren, abgespalten. Der entstandene Prorezeptor 
wird glycosyliert und durch Proteolyse in den endgültigen heterotetrameren Rezeptor 
überführt (75). Der IGF1R besteht nun aus zwei Hemirezeptoren, die über drei 
Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Jeder Hemirezeptor besteht aus einer 
α- und einer β-Untereinheit, die ebenfalls über Disulfidbrücken verbunden sind. Die 
extrazellulär angeordneten α-Untereinheiten enthalten unter anderem cysteinreiche 
Domänen. Diese sind maßgeblich für die hochaffine Bindung von IGF1 verantwortlich. 
Die intrazellulär angeordneten β-Untereinheiten bestehen aus einer hydrophoben 
transmembranalen Domäne und der zytoplasmatisch liegenden Tyrosinkinase-Domäne. 
Die Tyrosinkinase stellt das katalytische Zentrum des Rezeptors dar und beinhaltet eine 
hochkonservierte glycinreiche Region, welche für die Phosphorylierung des Rezeptors 
durch ATP-Spaltung unerlässlich ist (46;75). Liganden des IGF1R sind IGF1, IGF2 und, 
wenn auch sehr schwach affin, Insulin. IGF1 wird nach der hepatischen Sezenierung 
durch sechs verschiedene IGF1 Bindungsproteine im Plasma gebunden und dann zum 
IGF1R transportiert. Der IGF1R transmittiert das vom Liganden ausgelöste 
Rezeptorsignal anders als andere Tyrosinkinasen über eine Neuordnung der katalytischen 
Domänen und nicht durch eine Rezeptordimerisierung. Nach der Bindung von IGF1 an 
die extrazelluläre Einheit des IGF1R nähern sich die zytoplasmatischen Anteile des 
Rezeptors an, was eine Autophosphorylierung der β-Untereinheiten zur Folge hat. Die 
Phosphorylierung der intrinsischen Tyrosinkinasen geht mit einer Phosphorylierung des 
kinase regulatory loop einher. Im Anschluss kommt es zu einer Phosphorylierung von 
Tyrosinresten der juxtamembranalen Domäne und des C-terminalen Rezeptor-Endes. Im 
Anschluss erfolgt die Bindung und Phosphorylierung von nachgeschalteten 
Adapterproteinen. Die beiden wichtigsten Signalkaskaden sind die Aktivierung der 
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Proteinkinase B (PKB/AKT) und der mitogen-activated protein Kinase (MAPK/ERK1/2) 
(45;76;77). Über diese Signalwege erfolgt die Transkriptionsaktivierung von 
wachstumsassoziierten Genen und die Regulation von Zellproliferation, -differenzierung 
und der Aptopose (75;78).  
Die IGF1-IGF1R-Achse stellt einen der wichtigsten Einflussfaktoren von Wachstum 
und Entwicklung dar. In der Literatur finden sich Beschreibungen von Patienten mit 
IGF1R-Mutationen und SGA-Phänotyp. Bisher wurden neun dieser Mutationen auf ihre 
funktionellen Auswirkungen hin untersucht. Die erste Beschreibung einer funktionell 
relevanten IGF1R-Mutation erfolgte im Jahr 2003 (59). Hier wurde gezeigt, dass eine 
IGF1-Resistenz – also eine unterschiedlich schwere intrauterine und postnatale 
Wachstumverzögerung trotz normaler bis erhöhter IGF-1-Serumspiegel - , verursacht 
wird durch eine Haploinsuffizienz des Rezeptors mit Synthese eines stark verkürzten 
Proteins ohne funktionelle Domänen. Es folgten weitere Veröffentlichungen von 
IGF1R-Mutationen und ihrer funktionellen Eigenschaften. So wurden Mutationen 
beschrieben, die die Rezeptorbiosynthese über eine gestörte Prozessierung des 
Prorezeptors im Golgiapparat inhibieren (62;65), eine verringerte Ligandenbindung zur 
Folge haben (59;60;64;66), eine aufgehobenen IGF1R-Tyrosinkinase-Aktivität und eine 
reduzierte Rezeptor-Autophosphorylierung verursachen (61;63;67). Gemeinsame 
klinische Merkmale dieser Patienten sind eine unterschiedlich schwere aber 
proportionierte Wachstumsverzögerung mit SGA-Phänotyp ohne Aufholwachstum und 
normalem oder erhöhtem IGF1-Serumspiegel. Weitere phänotypische Eigenschaften 
können psychomotorische Retardierung, Mikrozephalie, verzögerte Knochenreife und 
Dysmorphien (breiter Nasenrücken, breite Nasenspitze, flaches Philtrum, Klinodaktylie, 
weiter Mamillenabstand, Trichterbrust) (16;79) sein. 
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2 ÜBERLEITUNG ZUM ARTIKEL 
 
2.1 Hintergrund und Fragestellung  
 
Die Patientin, die in dieser Arbeit beschrieben wird, fiel durch eine außergewöhnlich 
kleine Geburtsgröße, ein geringes Geburtsgewicht, fehlendes Aufholwachstum und einer 
Mikrozephalie auf. Der Phänotyp der Patientin gab Anlass zunächst den IGF1R und die 
somatotrope Achse auf Mutationen hin zu analysieren. Im Juni 2005 wurde dann eine 
neue heterozygote Mutation im IGF1R-Gen der Patientin und deren Vater identifiziert. 
Eine Sequenzanalyse des IGF1R-Gens zeigte eine Punktmutation im C-terminalem Teil 
des Rezeptors, die zu einem Aminosäureaustausch von Leucin zu Arginin führt 
(Leu1361Arg). Des Weiteren wurde bei der Patientin eine zusammengesetzte 
heterozygote PCNT-Mutation festgestellt (Arg585Stop, Glu1774Stop). Beide Mutationen 
führen zur Generierung eines Stopcodons und so zu einem vorzeitigen Kettenabbruch 
während der Translation.  
Das Forschungslabor der Universitätskinderklinik Leipzig ist spezialisiert auf die 
Diagnostik und die Erforschung funktioneller Zusammenhänge von IGF1R-Mutationen 
und Kleinwuchs. In diesem Zusammenhang entstand die vorliegende Arbeit. Sie 
beschreibt eine stark wachstumsretardierte Patientin mit einer bisher nicht bekannten 
zusammengesetzten heterozygoten PCNT-Mutation und einer Mutation des 
IGF1R-Gens. Im Rahmen der Promotionsarbeit erfolgte neben der ausführlichen 
Patientenbeschreibung auch eine funktionelle Untersuchung der heterozygoten 
IGF1R-Mutation. Von besonderem Interesse waren hierbei die Proliferationskapazität 
der Patientenfibroblasten im Vergleich zu gesunden humanen Fibroblasten, die 
Expression und die zellbiologische Funktion des mutierten IGF1R. Die Ergebnisse 
dieser Analysen tragen dazu bei, das klinische Bild der Patientin besser zu verstehen und 
damit die identifizierten genetischen Aberrationen besser einzuordnen. 
 
2.2 Anmerkungen zur Publikation 
 
Diese Dissertationsschrift folgt den Bestimmungen des kumulativen 
Promotionsverfahrens mit geteilter Erstautorschaft. Aus diesem Grund werde ich an 
dieser Stelle meinen eigenen wissenschaftlichen Beitrag zu dieser Arbeit hervorheben.  
Nach der Identifizierung der Mutationen durch das Forschungslabor der 
Universitätskinderklinik Leipzig und das humangenetische Labor der Universität 
Erlangen erfolgte die funktionelle Charakterisierung der IGF1R-Mutation. Im Anschluss 
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wurde in Zusammenarbeit mit den Koautoren eine Publikation verfasst, welche bei 
PLOS ONE veröffentlicht werden konnte. 
Im Rahmen dieses Projektes war ich an der Planung der Experimente zur 
funktionellen Charakterisierung der IGF1R-Mutation in Zusammenarbeit mit Prof. 
Wieland Kiess und Dr. Jürgen Klammt beteiligt. Mir oblag weiterhin die Ausführung und 
Auswertung aller im Artikel beschriebenen funktionellen Analysen des IGF1R. Die 
Abbildungen 1A, 1C, 3A, 3B, 4, S1 und S2 zeigen die von mir erstellten graphisch 
aufgearbeiteten Ergebnisse dieser Experimente. Abbildung 1B, 1D sowie Abbildung 
2A-E zeigen Fotographien und röntgenologische sowie magnetresonanztomographische 
Aufnahmen der Patientin, welche freundlicherweise von den Kollegen Prof. Peter H. 
Heidemann und Dr. Désirée Dunstheimer zur Verfügung gestellt wurden. Alle im Artikel 
enthaltenen Abbildungen sowie die enthaltene Tabelle wurden von mir erstellt. Ebenso 
verfasste ich das initiale Manuskripts und folgende revidierte Versionen mit 
Unterstützung durch die Ko-Autoren. Teile in results und discussion zu MOPDII 
spezifischen Charakteristika der Patientin wurden durch die Kollegen Dr. Désirée 
Dunstheimer und Prof. Peter H. Heidemann ergänzt.  
Eine von den Ko-Autoren bestätigte Erklärung über meinen wissenschaftlichen 
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Carrying a Compound Heterozygous Pericentrin
Mutation and a Heterozygous IGF1 Receptor Mutation
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Abstract
Intrauterine and postnatal longitudinal growth is controlled by a strong genetic component that regulates a complex
network of endocrine factors integrating them with cellular proliferation, differentiation and apoptotic processes in target
tissues, particularly the growth centers of the long bones. Here we report on a patient born small for gestational age (SGA)
with severe, proportionate postnatal growth retardation, discreet signs of skeletal dysplasia, microcephaly and moyamoya
disease. Initial genetic evaluation revealed a novel heterozygous IGF1R p.Leu1361Arg mutation affecting a highly conserved
residue with the insulin-like growth factor type 1 receptor suggestive for a disturbance within the somatotropic axis.
However, because the mutation did not co-segregate with the phenotype and functional characterization did not reveal an
obvious impairment of the ligand depending major IGF1R signaling capabilities a second-site mutation was assumed.
Mutational screening of components of the somatotropic axis, constituents of the IGF signaling system and factors involved
in cellular proliferation, which are described or suggested to provoke syndromic dwarfism phenotypes, was performed. Two
compound heterozygous PCNT mutations (p.[Arg585X];[Glu1774X]) were identified leading to the specification of the
diagnosis to MOPD II. These investigations underline the need for careful assessment of all available information to derive a
firm diagnosis from a sequence aberration.
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Introduction
The process of human growth is an extraordinarily complex
system with the somatotropic GH-IGF1 axis in the center of the
endocrine regulation of pre- and postnatal growth. Both micro-
cephalic osteodysplastic primordal dwarfism type II (type Ma-
jewski or MOPD II, MIM 210720) [1,2] and mutations in the
insulin-like growth factor 1 receptor gene (IGF1R, MIM 270450)
are very rare causes of pre- and postnatal growth retardation.
Starting in 2008 it was discovered that biallelic mutations in the
pericentrin gene (PCNT) cause MOPD II. Absence of functional
PCNT results in disorganized mitotic spindles and missegregation
of chromosomes [3]. Mutations in the IGF1R gene can result in
intrauterine growth retardation (IUGR) without postnatal catch
up growth. Aberrant IGF1R expression or protein structure are
described to lead to IGF1R haploinsufficiency [4,5], disturbed
processing of the proreceptor [6,7], decreased ligand binding [8],
abrogated IGF1R tyrosine kinase activity and reduced receptor
autophosphorylation [9–11]. Here we report on a female patient
with IUGR and severe postnatal growth failure carrying a novel
IGF1R mutation and a compound heterozygous mutation in the
PCNT gene. Additional phenotypic signs were microcephaly,
mircodontia, clinodactyly, retarded bone age, and skeletal
abnormalities. Due to the initial assumption of an endocrine
disturbance underlying the severe growth restriction comprehen-
sive endocrine evaluation was performed but did not reveal any
profound abnormalities. To assess the contribution of the IGF1R
mutation to the phenotype of the patient in vitro studies examining
the molecular consequences of the IGF1R mutation were
performed.
Results
Patient characteristics and genetic analysis
2The female patient was born with IUGR (height 31.0 cm,
-2.0 SDS; weight 680 g, -1.7 SDS corrected for gestational age;
PLoS ONE | www.plosone.org 1 May 2012 | Volume 7 | Issue 5 | e38220
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HC 21.5, ,3rd percentile) after 29 weeks and 6 days of pregnancy
as the child of non-consanguineous, Caucasian, healthy parents.
The patient’s father is of normal height (179.4 cm, -0.256 height-
SDS), but her mother was also born small for gestational age
(height 47 cm, -1.94 height-SDS; weight 2400 g, -1.9 weight-SDS)
and has a final height of 157 cm (-1.75 height-SDS) (Fig. 1A). The
patient showed no catch-up growth (age 4.8 yr; height 71.2 cm, -
8.1 SDS; weight 5.6 kg, -13.1 SDS; BMI 11.0 kg/m2, -4.3 SDS;
HC 39.4 cm, -7.4 SDS) (Fig. 1A and 1B) after birth nor under
GH treatment (37,5-69 ug/kg/d) over a period of 27 months. GH
has been initiated at the age of 2.5 yr and ended at the age of
4.75 yr because of failure to accelerate growth velocity. Basal GH
(0.8 ng/ml) measured at the age of 2.5 yr and GH release
stimulated by arginine provocation test (15.8 ng/ml) performed at
1.5 yr showed normal GH secretion. In the course of GH therapy
IGF1 serum levels rose steadily from less than -1.9 SDS at several
occasions before treatment to 1.1 SDS during GH treatment. A
detailed clinical course of the IGF1 serum levels under GH
treatment is provided as supplemental material, published as
supplemental data on the PLoS ONE website at http://ww.
plosone.org (Fig. S1). An IGF1 generation test performed at the
age of 2.5 years, though, did not result in a substantial increase of
IGF1 serum levels (0.15 mg rhGH daily sc; one week IGF1 change
from 73 ng/ml to 79 ng/ml). Postnatal growth retardation as well
as microcephaly of the girl were profound, but did not worsen over
time (Fig. 1C). On clinical examination she showed dispropor-
tionate shortness of forearms and legs, bilateral clinodactyly V,
significant facial asymmetry and hypoplasia of the teeth (Fig. 1B
and 1D). Radiological skeletal examinations at the age of 4.1 and
5.7 years revealed severely retarded bone age (Fig. 2A) and the
radiological features of skeletal dysplasia as been described in
MOPD II like V-shaped flare of the distal femoral metaphyses
with corresponding triangular shape of the distal femoral epiphyses
(Fig. 2B). The pelvis was high and small and showed the typical
coxa vara (Fig. 2C) [1,2].
At the age of 5.7 years she presented with clinical signs of
cerebral ischemia like numbness in her right arm and hand.
Neuroimaging revealed severe cerebral vascular anomalies classi-
fied as moyamoya disease without aneurysms (Fig. 2D). In
addition old infarcts in the right white matter region could be
identified (Fig. 2E). Surgical revascularization by encephalomyo-
synangiosis and encephalodurosynangiosis was performed at the
age of 5.9 on the left side and at the age of 6.2 years on the other
side to protect against future stroke-like episodes. In addition the
patient received an antiplatelet medication. Because she was an
acetylsalicyl acid-non-responder the treatment was successfully
continued with clopidogrel.
Because of a mild speech delay speech therapy was started
between the age of 2 and 3 years. At the age of 7.1 years
neuropsychological testing was performed with the Kaufmann
Assesment Battery for Children (K-ABC, 2nd edition). The results
were more than 2 SD below the mean and spoke in favour of
mental retardation.
Since many patients with MOPD II show a high frequency of
insulin resistance and diabetes mellitus glucose metabolism was
investigated at the age of 7.1 and 7.5 years [3,12]. Fasting blood
glucose was 60 and 70 mg/dl, respectively (normal range:
,110 mg/dl) and fasting serum insulin was ,2 mU/l (normal
range: ,2 to 10 mU/l). During an oral glucose tolerance test
(1.75 g/kg body weight = 11 g/patient) blood glucose increased
from 60 to 71 mg/dl at 120 min (normal reference range:
,140 mg/dl) and excluded glucose intolerance at the age of 7.1
years. TSH, free T3, free T4, parathormone, aspartate amino-
transferase, alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, ferri-
tin, vitamin B12 and folic acid were within the normal range.
Neonatal screening for metabolic and endocrine diseases was
normal.
The karyotype of the patient was normal (46,XX). Because no
precise diagnosis could be obtained from clinical examination
molecular genetic testing was performed. dHPLC screening of all
coding exons of the IGF1R gene and subsequent direct sequencing
revealed a novel heterozygous nucleotide transversion from
thymine to guanine in exon 21 (c.4082T.G). This mutation
leads to an amino acid exchange from leucine to arginine in
position 1361 of the IGF1R protein (incl. signal peptide;
p.L1361R). Subsequently, all coding exons of the IGF1R gene
were analyzed and no further sequence aberration was detected.
Sequence analysis of exon 21 of 50 unaffected individuals did not
show any sequence aberration at position 4082. The non-
conservative amino acid substitution affects a residue that is
highly conserved among different species (Tab. 1) and is predicted
to be probably damaging (PolyPhen v2; http://genetics.bwh.
harvard.edu/pph2/). The patient’s father was identified as carrier
of the IGF1R-L1361R mutation, whereas exon 21 of the mother
was normal. So far, IGF1R mutations are described to be
inherited in a dominant way. Due to the apparent lack of co-
segregation of the mutant IGF1R-L1361R allele with the growth
retarded phenotype and the in vitro data presented below, the
existence of a second-site mutation was hypothesized, which alone
or in interplay with the IGF1R mutation might cause the
extraordinary phenotype of the patient. Genetic analysis of other
candidate genes including those of the somatotropic axis [IGF1,
growth hormone (GH1), GH receptor (GHR), GH releasing
hormone (GHRH), and GHRH receptor (GHRHR)], and genes
of the IGF1R signaling system [insulin receptor (INSR), insulin
receptor substrate 1 (IRS1) and GAIP C-terminus-interacting
protein 1, synectin (GIPC1)] yielded no conspicuous findings.
Sequencing of the STAT5B gene identified a heterozygous
polymorphism 38bp upstream of exon 6 but was assumed to be
not related to the clinical manifestations of the patient. DNA
diagnostics excluded uniparental disomy of chromosome 14
[upd(14)mat) [13], chromosome 2 and 16 (upd(2)mat; upd(16)mat
[14]], and chromosome 7 (Silver-Russell syndrome, MIM
180860). Analysis of chromosome 15 showed a normal methyla-
tion pattern and no suspicion of Prader-Willi syndrome (MIM
176270).
However, two heterozygous mutations in the PCNT gene
[c.1753C.T (p.R585X) and c.5320G.T (p.E1774X)] were
identified. These mutations lead to premature stop codons like
in other patients with MOPD II [3,15]. The mother was
heterozygous carrier for the c.5320G.T nonsense mutation and
the father heterozygous carrier for the c.1753C.T nonsense
mutation confirming compound heterozygosity in the affected
patient. Consequently, the diagnosis has been specified to MOPD
II, which is described to be a genetically homogeneous condition
due to loss-of-function of PCNT [15].
Cell surface expression and IGF1 induced
phosphorylation of IGF1R, Akt and Mapk/Erk
Although the IGF1R-L1361R mutation does not map to major
structural domains within the receptor known to be involved in
IGF1 ligand binding or kinase activity, we analyzed the signal
transduction capabilities of the mutant receptor with respect to
IGF1 induced receptor autophosphorylation and activation of
major downstream signaling molecules.
Stimulation of the patient’s and wild type fibroblasts with
13 nM IGF1 resulted in a comparable phosphorylation of the
IGF1R in both fibroblast cultures, while incubation without IGF1
Analysis of a Patient with PCNT and IGF1R Mutation
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showed, as expected, no IGF1R autophosphorylation. Immuno-
blotting of unphosphorylated IGF1R revealed equal expression of
the IGF1R in mutant and control cells. Moreover, undisturbed
receptor expression at the cell surface was confirmed by flow
cytometry. See supplemental material on PLoS ONE Online
website at http://www.plosone.org (Fig. S2). To investigate the
dose and time dependent effects of IGF1 on the activation of the
mutant receptor without masking by the endogenous wild type
allele, we then determined IGF1 induced IGF1R phosphorylation
and activation of its downstream targets Akt and Mapk/Erk in R2
cells transfected with IGF1R-WT, IGF1R-L1361R and pcDNA3+
(vector control). Phosphorylation was analyzed at different time
points and different concentrations of IGF1 as outlined in
Materials and Methods. IGF1R-WT and IGF1R-L1361R trans-
fected R2 cells revealed a time dependent increase in the
phosphorylation of the b-subunit of IGF1R, and the Akt and
Mapk/Erk downstream effectors in the presence of IGF1 (Fig. 3A).
Also, we detected a dose dependent activation of IGF1R, Akt and
Erk (data not shown). However, neither receptor autophosphory-
lation nor downstream signaling was found to be different in
IGF1R-WT and IGF1R-L1361R transfected R2 cells.
Thus, the heterozygous mutation at the carboxy-terminus of the
IGF1R appears not to affect the IGF1 induced downstream
signaling of the two tested major IGF1R pathways (Fig. 3A).
Protein-protein interaction of the mutant IGF1R with
adapter proteins
The IGF1R binds several adapter proteins at different docking
sites, of which some are located within the C-terminal tail of the
receptor and, thus, reside near to our identified mutation. Some of
these interacting molecules (14-3-3b, GIPC) are involved in
IGF1R signal transduction without directly affecting the previ-
ously analyzed MAPK and AKT pathways. Therefore, we
investigated whether the L1361R mutation affects protein-protein
interactions and quantified them in a yeast two-hybrid system
(Fig. 3B).
Co-transformation of yeast cells with wild type IGF1R-C and
IRS1, p85PI3-K, 14-3-3b, or GIPC resulted in a rapid blue
staining after incubation with X-Gal. The IGF1R-C-K1003A
mutant does not exhibit kinase activity and therefore kinase
dependent interactions of IRS1, p85PI3, 14-3-3ß are abolished.
Interaction with GIPC has been shown to be kinase independent
[16]. As expected, using this negative control lift-off assays of
IRS1, p85PI3-K and 14-3-3ß yielded no ß-galactosidase activity of
yeast colonies. In contrast, interaction of IGF1R-C-K1003A with
GIPC was unaffected and resulted in blue color formation. Lift-off
filter assays of mutant IGF1R-C-L1361R confirmed b-galactosi-
dase reporter gene activation for all tested adapter proteins by
detection of blue stained colonies. To verify and quantify two-
Figure 1. Clinical data of the patient. A, Growth and weight charts of the patient. On the growth chart solid lines indicate 97th, 50th and 3rd
percentiles; the shaded green area exhibits target height calculated from parent’s height (blue triangle, father’s height; red square, mother’s height);
red bar assigns period of rhGH therapy; grey squares mark the corrected age for preterm infants. B, Photograph of the patient at the age of 5.7 yrs. in
comparison to a 5.8 yrs. old boy. C, Head circumference (HC) chart of the patient; 97th, 50th and 3rd percentiles are indicated as black solid lines,
white circles mark the corrected age for preterm infants. D, Photograph of the patient’s hypoplastic teeth.
doi:10.1371/journal.pone.0038220.g001
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hybrid interactions liquid cultures assays for b-galactosidase
activity using ONPG as substrate were performed. The ability of
the positive control IRS1 to associate with IGF1R-C-L1361R was
moderately but significantly increased compared to wild type
IGF1R-C. Co-transformation of IGF1R-C-L1361R with 14-3-3ß
demonstrated a modest decrease in reporter activation. Interaction
Figure 2. Radiological examinations and neuroimaging. A, Left hand at the age of 4.1 years: mild metaphyseal flaring of distal radius and ulna;
shortening of the distal ulna; short metacarpal I; pseudoepiphyses of metacarpals II and V, shortness of the middle and distal phalanges; clinodactyly
of the little finger, bone age was retarded (11 months). B, Left knee at the age of 5.7 years: V-shaped flare of the distal femoral metaphyses; triangular
shape of the distal femoral epiphyses. C, Hip at the age of 5.7 years: high and narrow pelvis with broad cranial parts of the ischia; irregular
metaphyses of the proximal femur; coxa vara. D, Brain MRI at the age of 5.9 years: bilateral occlusion of the intracranial internal carotid artery and the
middle cerebral arteries and occlusion of the right anterior cerebral artery, prominent moyamoya collaterals; E, Brain MRI at the age of 5.7 years: old
infarcts in the right white matter region.
doi:10.1371/journal.pone.0038220.g002
Table 1. Sequence comparison of the IGF1R carboxyl terminus among different species.
1330 1340 1350 1360
| | | |
IGF1R human (patient)* GPGVLVLRAS FDERQPYAHM NGGRKNERALP RPQSSTC
IGF1R human (wild type) GPGVLVLRAS FDERQPYAHM NGGRKNERALP LPQSSTC
IGF1R mouse GPGVLVLRAS FDERQPYAHM NGGRANERALP LPQSSTC
IGF1R bovine GPGVLVLRAS FDERQPYAHM NGGRKNERALP LPQSSTC
IGF1R X.laevis GPGVVVLRAS FDERQPYAHM NGGRKNERALP LPQSSAC
Consensus GPGVLVLRAS FDERQPYAHM NGGRKNERALP LPQSSTC
*) amino acid numbering according to human UniProtKB acc. P08069; position of the patient’s mutation is marked in bold.
doi:10.1371/journal.pone.0038220.t001
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of p85PI3-K with IGF1R-C-L1361R was not altered compared to
wild type IGF1R-C. Contrary, GIPC, which has been reported to
interact specifically with the COOH-terminal amino acid 1357–
1367 of the IGF1R but not the insulin receptor [16], demonstrated
an approximately 50% decrease in interaction with the IGF1R-C-
L1361R.
Proliferation of patient’s fibroblasts
We next investigated the proliferation capacity of the patient’s
fibroblasts compared to wild type fibroblasts. We found no
difference in proliferation rate between wild type and patient’s
fibroblasts within 24 h in normal culture medium, serum free
medium and serum free medium supplemented with IGF1. After
additional 24 h incubation the wild type fibroblasts proliferated
significantly in normal culture medium and serum free medium
supplemented with IGF1. In contrast, we detected no further
proliferation of the patient’s fibroblasts after additional 24 h
incubation. Hence, patient fibroblasts exhibited a significantly
decreased cell proliferation capacity despite an early response to
IGF1 (Fig. 4).
Discussion
Herein we report a preterm girl with IUGR, primordial
dwarfism, microcephaly, discreet skeletal dysplasia, and mild
facial dysmorphism during the newborn period and infancy.
Figure 3. IGF1 induced IGF1R phosphorylation and downstream signaling. A, Wild type and L1361R mutant IGF1R autophosphorylation in
transiently transfected R2 cells after stimulation with 10 nM IGF1 for 0–30 minutes. Immunoblots were incubated with specific antibodies against
phosphorylated IGF1R b-subunit (P-IGF1R), Akt (P-Akt) or Mapk/Erk (P-Mapk/Erk), stripped and subsequently incubated with specific antibodies
against the IGF1R a-subunit (IGF1R), Akt (Akt), or Mapk/Erk (Mapk/Erk). IGF1R a-subunit levels were assessed as control of successful transfection.
Densitometric units were normalized to total levels of IGF1R a-subunit and the fold increase was calculated (IGF1R-WT at 0 min was set 1). Results are
shown as means 6 SEM calculated from four independent experiments. B, Yeast two-hybrid analysis of the interaction of the IGF1R derivatives
(IGF1R-C-WT, IGF1R-C-L1361R, IGF1R-C-KD) with adapter proteins (IRS1, 14-3-3ß, GIPC, PI3Kp85) by lift-off assay (left panel). Positive interactions led to
blue staining (here black) of the colonies. POS, positive control p53 x large T-antigen; NEG, negative control Lamin x large T-antigen. The filter assays
shown are representative for more than three independent experiments. Quantification of protein-protein interaction was measured using ONPG-
assays and data are shown as mean 6 SEM (right panel).
doi:10.1371/journal.pone.0038220.g003
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Laboratory measurements were not indicative for pituitary
insufficiency or GH insensitivity, however, IGF1 was low. Owing
to the unclear etiology of the patient’s condition a comprehensive
genetic evaluation was initiated. Analysis of the IGF1R gene
revealed a novel heterozygous variation (p.Leu1361Arg) that was
subjected to further molecular characterization to assess its
biochemical properties and cell-physiological effects. However,
due to the incomplete compatibility of the identified IGF1R
variant with the established features of IGF1R mutation triggered
IGF1 resistance (foremost the lack of co-segregation of the usually
dominantly inherited growth restriction with the IGF1R mutation)
genetic testing of additional candidate genes was continued. The
rationale behind these efforts was to evaluate the possibility of the
co-existence of defects in two or more functionally interacting
proteins that do not follow obvious Mendelian inheritance
patterns. Such oligo- or digenic action of interacting alleles of
distinct genes becomes – if mutated – increasingly recognized as a
mode of disease transmission in the continuum between Mende-
lian and complex traits [17]. Genetic testing comprised compo-
nents of the somatotropic axis, constituents of the IGF signaling
system and factors involved in cellular proliferation, which are
described or suggested to provoke syndromic or nonsyndromic
dwarfism phenotypes. As a major finding two compound
heterozygous nonsense mutations within the PCNT gene were
identified (p.[Arg585X];[Glu1774X]), which are suggested to
cause the patient’s phenotype. As a consequence, the diagnosis
was specified as MOPD II. The mutation
[(c.1753C.T(p.Arg585X)], inherited by the father, was already
described by Willems et al. [15]. The second mutation, inherited
by the mother, [(c.5320G.T (p.Glu1774X)] is a novel defect to
our knowledge. Both mutations lead to premature stop codons like
in other patients with MOPD II [3,15].
The PCNT gene encodes the centrosome protein pericentrin
which organizes the mitotic spindle for segregation of the
chromosomes during cell division and influences the cell cycle
progression. Rauch et al suggested that mitotic centrosome
dysfunction results in loss of cellularity, cell deaths and growth
restriction [3]. Thus pericentrin mutations can be expected to
cause disturbances in cell division and finally in growth of the body
and brain. MOPD II is a rare syndrome of extreme intrauterine
and postnatal growth retardation, microcephaly, resistance to
growth hormone, severe insulin resistance, bone and dental
dysplasia. Although most newborns born small for gestational
age show spontaneous catch-up growth within two to four years of
life, this does not happen in MOPD II. In addition, MOPD II
patients appear to have a resistance to growth hormone. Huang-
Doran et al described two patients in whom growth hormone
therapy was stopped because of inefficacy [12]. Our patient did
not show any catch-up growth during growth hormone therapy
though the dose was titrated to 69 ug/kg/day and IGF 1 increased
into the upper normal range.
Defects in pericentrin are associated with severe insulin
resistance and diabetes mellitus [12]. 17 out of 21 patients had
insulin resistance proven by elevated fasting insulin concentrations
and 10 out of 21 patients had early onset diabetes mellitus (mean
age 15 years with a range of 5 to 28). All patients without insulin
resistance were younger than four years. As an exception of the
rule glucose tolerance was still normal in our patient at the age of
7.1 years.
In spite of microcephaly brain development appears to be
grossly normal and most patients are said to have mild mental
retardation [3,15]. However, results of standardized examinations
are lacking in the literature. In our patient cognitive development
was more reduced than expected from a clinical point of view.
Figure 4. Proliferation of patient’s and wild type fibroblasts. Proliferation of patient’s fibroblasts (grey bars) and wild type fibroblasts (black
bars) as measured with WST-1 reagent assay. Cells were cultured for 24 h and 48 h in normal culture medium (NM), serum free medium (SFM), serum
free medium supplemented with 13 nM (100 ng/ml) IGF1 (SFM+IGF1). Then WST-1 reagent was added and absorbance was measured. Data were
normalized to the absorbance value obtained for wild type fibroblasts cultured in SFM for 24 h. Proliferation was significantly measurable in wild type
fibroblasts in NM, SFM, SFM+IGF1 between 24 h and 48 h. In contrast, there was no significant increase between 24 h and 48 h found in patient
fibroblasts cultured in NM, SFM, SFM+IGF1. Results were calculated from more than three independent experiments as mean of the relative
absorbance with 6 SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0038220.g004
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In patients with MOPD II life expectancy is reduced by stroke
like episodes and intracranial hemorrhages secondary to moya-
moya disease like cerebrovascular anomalies and aneurysms.
A review and natural history study by Hall et al. [18]
documented cerebral aneurysms or moyamoya angiopathy in 11
of 58 (19%) patients, leading to at least four deaths. A clinical
report and review by Brancati et al. [19] documented that 15 of 63
(24%) patients were found to have cerebral aneurysms or
moyamoya disease. 25 patients with the diagnosis of MOPD II
were followed by an Institutional Review Board (IRB) [20]. In this
registry a higher number of 52% (13 of 25) have been found to
have cerebral neurovascular abnormalities including moyamoya
angiopathy and/or intracranial aneurysms. The increased inci-
dence of cerebrovascular disease in this cohort might be based
upon the used MRI/MRA screening which detected abnormalities
also in asymptomatic individuals. Observed cerebral vascular
anomalies include moyamoya disease or multiple aneurysms.
There is only one report of a patient with both moyamoya disease
and multiple aneurysms by Waldron et al. [21]. Patients with
moyamoya disease show an earlier age at onset of these
complications compared to the group with intracranial aneurysms.
Although this latter subset of subjects had worse prognosis [22,23].
The occurrence of cerebral vascular anomalies already at an early
age highlights the importance of a timely neuroimaging in the
clinical management of these patients.
In some patients moyamoya disease was associated with cutis
marmorata [19,24], but not in our patient. It remains unclear how
the underlying genetic change leads to moyamoya angiopathy. We
agree that screening for moyamoya disease at the time of MOPD
II diagnosis and at least every 12–18 months, as suggested by the
IRB, should be performed to identify and treat progressive and life
threating cerebrovascular disease. If diagnosed early enough, re-
vascularization and aneurysm treatment in skilled hands can be
performed safely and might prevent or minimize long-term
sequelae in this population like in our patient so far.
Several mutations in the IGF1R have been reported to result in
common phenotypic features like IUGR, stunted postnatal growth
development, and microcephaly [4–11,25]. Generally, growth
retardation due to heterozygous IGF1R mutations has been
observed to occur in the borderline range (around -2 SDS) but can
exceed these limits down to nearly -6 SDS if non-genetic factors or
the genetic background are unfavorable [8,9]. Growth deficit may
even worsen if both IGF1R alleles are affected resulting in height
of -7.3 SDS at the age of 3 years [25]. Moreover, complete
receptor loss due to targeted disruption of the Igf1r gene in mice
leads to severely growth retarded offspring showing a birth length
of 45% compared to wild type littermates [26]. Although, in our
patient the profound growth deficit certainly is caused by the
aberrant pericentrin genes/proteins, such findings suggest that
dwarfism-like phenotypes can also be provoked by IGF1R
mutations under specific, adverse genetic or environmental
conditions. Moreover, the impact of co-occurring variants in
additional gene/s either residing on the same or unrelated growth
regulating pathways has not yet been described for the IGF1R.
Initial genetic analysis revealed a novel heterozygous p.L1361R
mutation within the IGF1R. Although this non-conservative
amino acid substitution affects a highly phylogenetically conserved
residue at the very COOH-terminal end of the IGF1R there is a
remarkable lack of co-segregation of the mutation with the growth
retarded phenotype within the family. Moreover, IGF1 receptor
mutations basically manifest as hormone resistance characterized
by normal or elevated IGF1 serum concentrations. In contrast, the
index patient displayed low-normal to decreased IGF1 levels at
several occasions before GH therapy. Although the decrease might
indicate some undefined additional IGF deficiency, sequencing of
the IGF1 gene as well as pituitary function tests and IGF1 response
during GH therapy were normal. It appears likely, that reduced
IGF1 levels might rather be a reflection of severe IUGR without
catch-up growth and low BMI [27]. Noteworthy, the endocrine
state in patients with PCNT mutations has not been evaluated
systematically, but IGF1 levels in Seckel and MOPD II patients
have been reported occasionally to be normal [28,29], elevated
[30,31] or low [28,30,32].
To elucidate the impact of the p.L1361R mutation and because
the function of the COOH-terminal tail of the IGF1R is only
poorly defined and no human mutation in this receptor portion
has been identified so far [33] we performed comprehensive
functional analysis.
Our and other groups showed that IGF1R mutations led to
disturbances of receptor trafficking [7] and abrogation of the
IGF1R tyrosine kinase activity [10,11]. Investigations of cell
surface expression, cellular expression and IGF1 dependent
phosphorylation of the mutant IGF1R were found to be normal
as was the activation of major signaling molecules. Since activation
was not modified we then addressed the question whether the
interactions of the mutant IGF1R with downstream signaling
proteins known to associate with the COOH-terminal tail of the
receptor (GIPC, 14-3-3, PI3Kp85) are affected. We found an
unchanged interaction between the mutant IGF1 receptor and the
PI3Kp85 protein and a significantly although moderately
decreased association with 14-3-3ß. In addition, association of
the IRS1 positive control with the mutant IGF1R was slightly
enhanced. It is described in literature that mutations and deletion
of the carboxy-terminal tail of the IGF1 receptor result in a higher
affinity of the receptor to IRS1 [34]. Most interestingly, we
detected an approximately 50% decrease in interaction between
the mutant receptor and the GIPC protein. Interaction of GIPC
with the IGF1R was first established by Ligensa et al. using a yeast
two-hybrid approach and has been shown to act positively in IGF1
receptor signal transduction in Xenopus oocytes [16,35]. Increased
expression and activation of the IGF1R and its downstream
signaling targets are related to human cancers [36,37]. Muders et
al. showed that GIPC expression is increased in human cells of
pancreatic adenocarcinoma (PCA) and knockdown of GIPC
results in decreased proliferation of PCA cells [38,39]. It was
hypothesized that GIPC is important for IGF1R membrane
stabilization [40], IGF1R trafficking and prevention of IGF1R
degradation [41]. Following studies showed that GIPC is involved
in IGF1 induced proliferation of different cancer cell lines and
cancer cell survival [42]. However, seeking for a ‘second site’
mutation within the possibly epistatically interacting GIPC1 gene
was without finding. Therefore, we suggest that the impaired
interaction of GIPC and the mutant IGF1R might elicit subtle
physiological effects that are neither obviously associated with
human growth control nor easily detectable in the fibroblast assays
as performed in our investigations. Additional experiments should
be initiated to assess the physiological relevance of this altered
interaction.
Cell proliferation of patient fibroblasts was decreased compared
to wild type cells and IGF1 application was only in the short term
(24 h) able to ameliorate the deficit. Failure to stimulate cell
division in response to IGF1 is reminiscent of the absent success of
rhGH therapy in the patient that to a large part relies on the
stimulation of endogenous IGF1 expression and action. However,
care must be taken if deducing the in vivo situation from in vitro data
obtained from fibroblast studies. The identified compound
heterozygous PCNT mutations may provide a plausible explana-
tion for the observed reduced cell proliferation and therefore the
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patient’s phenotype. Several mechanisms have been suggested that
link pericentrin mutations with the dramatically reduced body size
in mice and humans. In all models disruption of the multifunc-
tional scaffolding properties of pericentrin has been suggested to
result in a massive loss of cellularity due to centrosome dysfunction
[43].
In conclusion, although the assumption of a second-site
mutation led to the identification of the pericentrin mutations it
is unlikely that the IGF1R mutation contributes to the patient’s
phenotype. Clinical manifestation of the unaffected father as
carrier of the PCNT p.R585X loss-of-function mutation and the
p.L1361R IGF1R – if at all – hypomorphic mutation as well as
demonstration that the major signaling pathways induced by the
mutant IGF1R are largely unimpaired suggest that the compound
heterozygous PCNT mutations on its own represent the underlying
cause of the patient’s phenotype.
Nonetheless, the quest for the ‘second hit’ remains a promising
challenge in polygenical traits such as growth, specifically in light
of the high portion of growth retarded, IGF1 resistant children
with unknown etiology and the considerable number of unique or
rare – possibly hypomorphic – allelic variants in the IGF1R gene
(unpublished data from our laboratory).
Moreover, our comprehensive work underlines the importance
of investigation of the functional relevance of mutations found by
diagnostic screenings to assess their pathogenic impact and for a
better understanding of the differential clinical picture possibly
affecting subsequent therapy strategies. Molecular biological
verification of identified mutations should be considered and
careful integration with clinical and genetic data is required to
avoid missing so far unidentified causative mechanisms.
In summary, we have identified a severely growth retarded girl
carrying a non-conservative amino acid exchange in the COOH-
terminal tail of the IGF1R. The functional analysis of the IGF1R
mutation revealed that the mutation might have subtle effects on
IGF1R biology but is assumed not to be causally related to the
patient’s phenotype. We suggest that the PCNT mutations account
for the severe growth retardation and microcephaly due to severly
diminished cell proliferation.
Materials and Methods
All investigations were performed after approval of the Ethical
Committee of the Medical Faculty of the University of Leipzig
(project-no.: 234-2006, date of report: 16.02.2007) and written
informed consent of the patient’s parents for molecular analysis
and publication as well as written informed consent of the same
age boy’s parents for publication.
Genetic analysis and endocrine evaluation
All coding exons of the IGF1R (NM_000875.3), IGF1, growth
hormone (GH1), GH receptor (GHR), GH releasing hormone
(GHRH), and GHRH receptor (GHRHR) genes were amplified by
PCR from peripheral blood DNA. Screening for sequence
aberrations was performed by temperature modulated heterodu-
plex HPLC on a reverse-phase column using the WAVE-System
(Transgenomics, Crewe, UK). PCR products displaying aberrant
chromatograms were further analyzed by direct sequencing.
Additional re-sequencing analyses [insulin receptor (INSR), insulin
receptor substrate 1 (IRS1), GAIP C-terminus-interacting protein 1
(synectin, GIPC1), signal-transducer and activator of transcription
5B (STAT5B), pericentrin (PCNT; NM_006031.5)] were per-
formed by direct sequencing of exon-specific genomic PCR
fragments without dHPLC pre-screening. Primer sequences can
be obtained upon request. DNA tests to investigate uniparental
disomies were performed by PCR using locus specific microsat-
ellite markers. IGF1 levels were measured with Immulite 2000
(analytical sensitivity 20 ng/ml, intraassay CV 3.05%, interassay
CV 6.16%; Siemens, Munich, Germany). All other hormones
were analyzed at the hospital laboratories of Leipzig and Augsburg
by certified standard techniques.
Plasmid construction
IGF1R wild type cDNA was kindly provided by Dr. R.
Furlanetto (previously Medical University of South Carolina, SC)
and cloned into a pBSK+ plasmid. The IGF1R mutation was
introduced into the wild type cDNA by PCR using a mutated
adapter primer. The IGF1R-L1361R PCR fragment was ligated
into the pBSK+IGF1R plasmid and thereafter subcloned either
into the expression plasmid pcDNA3-IGF1R (pcDNA3-IGF1R-
L1361R) or into pLexA-IGF1R-C for yeast-two-hybrid assays
(pLexA-IGF1R-L1361R). The latter one encodes for a fusion
protein of the intracellular domain of the IGF1R (IGF1R-C) and a
LexA DNA binding domain.
The construction of ‘‘kinase-dead’’ mutant pcDNA3-
IGF1R(K1003A) was performed as previously described [10].
Construction of plasmids encoding for fusion proteins comprising
the transcription activation domain B42 (B42-AD) and IRS1,
p85PI3-K, or 14-3-3b was previously described [44]. The human
GIPC cDNA (GIPC1, synectin, MIM 605072) was cloned by RT-
PCR using RNA isolated from the MCF-7 breast cancer cell line
as template. Detailed description of all cloning procedures can be
provided upon request.
Cell culture and transient transfection
Patient fibroblasts were cultured from a forearm skin biopsy.
Wild type human control fibroblasts of age- and sex-matched
donors were purchased from the American Type Culture
Collection (LGC Standards, Wesel, Germany). Human fibroblasts
and Igf1r deficient (R2) fibroblasts were cultured under standart
conditions.
For transient transfection R2 cells were grown to confluence
and transfected with empty pcDNA3.1+, wild type pcDNA3-
IGF1R or pcDNA3-IGF1-L1361R using Lipofectamine2000
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) as described in the manufac-
turer’s manual.
Flow cytometry
IGF1R cell surface expression of patient and control fibroblasts
were analyzed as previously described [7] using flow cytometry
(Epics XL, Beckman Coulter, Miami, FL). Fibroblasts were stained
with phycoerythrin-conjugated human IGF1R mAb (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN). An appropriate isotype control (R&D
Systems) was applied for gating.
IGF1 stimulated phosphorylation of the IGF1R
Expression of unphosphorylated and phosphorylated IGF1R
protein was determined in patient and wild type fibroblasts.
Therefore, the cells were seeded into 175 cm2 flasks in culture
medium, kept in serum free medium containing 0.2% BSA
(Invitrogen) overnight and then stimulated with 13 nM (100 ng/
ml) IGF1 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) for
15 min at 37uC.
R2 cells were used for measuring time and dose dependent
IGF1 induced phosphorylation of IGF1R, Akt and Mapk/Erk.
24 hours after transfection cells were starved overnight in serum
free medium containing 0.2% BSA (Invitrogen). To detect dose-
dependent activation of the IGF1R, cells were incubated with
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increasing amounts of IGF1 in serum free media (0, 0.1, 1, 3, 5,
10, 100 nM) for 15 min at 37uC. To detect time-dependent
activation of the IGF1R, cells were incubated with 10 nM IGF1 in
serum free medium for 0, 1, 1.5, 2, 5, 15, 30 minutes. Cell lysis
was performed as previously described [7] and lysates were used
for immunoblotting.
Immunoblotting
Expression and ligand-induced phosphorylation of IGF1R, Akt,
and Mapk/Erk were measured by immunoblotting using specific
antibodies. Preparation of whole-cell lysates and subsequent
immunoblotting were performed as described before [7]. Anti-
phospho-Tyr1135/1136-IGF1Rß #3024, anti-phospho-Ser473-Akt
antibody #9271, anti-phospho-Thr202/Tyr204-p44/42 Mapk/
Erk1/2 #9101, anti-Akt #9272, anti-p44/42 Mapk/Erk1/2
#9102 (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany), anti-
IGF1Ra #N-20 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Ger-
many) and anti-ß-actin monoclonal antibody (Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Germany) were applied as primary antibodies.
Horseradish peroxidase conjugated goat anti-rabbit antibody
(Thermo Fisher Scientific, Bonn, Germany) and goat anti-mouse
antibody (Dako, Hamburg, Germany) were used as secondary
antibodies.
Yeast-two-hybrid assays
EGY48/LacZ yeast strain was used for co-transformation with
pLexA and pB42 constructs applying polyethylene glycol and
lithium acetate. All yeast incubations were performed at 30uC.
Colony-lift filter assays and liquid culture assays using OPNG (o-
nitrophenyl b-D-galactopyranoside; Sigma-Aldrich) were per-
formed according to Clontech’s Matchmaker protocol (Clontech
BD Biosciences, Palo Alto, CA). Absorption measurements for
liquid culture assays were performed at 420 nm and b-galactosi-
dase units were calculated according to the Miller formula.
Proliferation assay
Proliferative capacity of the patient’s and wild type fibroblasts
was assessed using Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). The cells were allowed to
grow for 24 h or 48 h in culture medium, serum free culture
medium or serum free culture medium supplemented with 13 nM
(100 ng/ml) IGF1. WST-1 reagent was added followed by
incubation at 37uC for 2 h. Absorption was measured at 440 nm.
Supporting Information
Figure S1 Clinical course of the IGF1 serum levels
before and under GH treatment. In the course of GH
therapy IGF1 serum levels rose steadily from less than -1.9 SDS at
several occasions before GH treatment to 1.1 SDS under GH
treatment. Black bar assigns period of rhGH therapy.
(TIF)
Figure S2 Protein and cell surface expression of IGF1R
in wild type and patient’s fibroblasts. A, Protein expression
and autophosphorylation of IGF1R of wild type fibroblasts
(IGF1R-WT), patient’s fibroblasts (IGF1R-L1361R) and parental
fibroblasts after stimulation with 13 nM (100 ng/ml) IGF1 for
15 minutes was assessed by immunoblotting. Blots were incubated
with specific antibodies against phosphorylated IGF1R b-subunit
(P-IGF1R), stripped and subsequently incubated with specific
antibodies against IGF1R a-subunit (IGF1R). Immunoblots shown
are representative for three independent experiments. B, Expres-
sion of the IGF1R on cell surface of wild type and patient’s
fibroblasts. Cells were stained with phycoerythrin (PE) labelled
antibodies and analyzed by flow cytometry. Black curve marks
cells labeled with isotype control PE antibody, white curve marks
cells labeled with human anti-IGF1R-PE antibody. Percentages of
IGF1R PE positive cells are indicated. The mean fluorescence
intensity of the IGF1R-phycoerythrin-antibody positive cells
normalized to wild type fibroblasts represent the amount of cell
surface IGF1R. Results are shown as means 6 SEM calculated
from more than three independent experiments.
(TIF)
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In the course of GH therapy IGF1 serum levels rose steadily from less than -1.9 SDS at 
several occasions before GH treatment to 1.1 SDS under GH treatment.  
Black bar assigns period of rhGH therapy. 
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A, Protein expression and autophosphorylation of IGF1R of wild type fibroblasts 
(IGF1R-WT), patient‘s fibroblasts (IGF1R-L1361R) and parental fibroblasts after 
stimulation with 13 nM (100 ng/ml) IGF1 for 15 minutes was assessed by 
immunoblotting. Blots were incubated with specific antibodies against phosphorylated 
IGF1R β-subunit (P-IGF1R), stripped and subsequently incubated with specific 
antibodies against IGF1R α-subunit (IGF1R). Immunoblots shown are representative for 
three independent experiments. B, Expression of the IGF1R on cell surface of wild type 
and patient‘s fibroblasts. Cells were stained with phycoerythrin (PE) labelled antibodies 
and analyzed by flow cytometry. Black curve marks cells labeled with isotype control PE 
antibody, white curve marks cells labeled with human anti-IGF1R-PE antibody. 
Percentages of IGF1R PE positive cells are indicated. The mean fluorescence intensity of 
the IGF1R-phycoerythrin-antibody positive cells normalized to wild type fibroblasts 
represent the amount of cell surface IGF1R. Results are shown as means ± SEM 
calculated from more than three independent experiments. 
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Die Ursachen von intrauterinem und postnatalem Kleinwuchs bleiben oft ungeklärt. 
Neben ernährungsabhängigen und umweltbedingten Einflüssen rücken in den letzten 
Jahren vor allem genetische Ursachen für persistierenden Kleinwuchs in den Mittelpunkt 
der Forschung. 
Seit 2003 werden an der Universitätskinderklinik Leipzig verstärkt molekulare 
Ursachen von Hypophysen- und Hormonmangel-Erkrankungen sowie Mutationen des 
IGF1-Rezeptors bei bestimmten Formen von idiopathischem Kleinwuchs erforscht. In 
diesem Zusammenhang wurde auch die in dieser Arbeit beschriebene Patientin 
untersucht. Die Patientin zeigte bei Geburt eine proportionierte Wachstumsretardierung 
(Größe 31,0 cm, -2,0 SDS; Gewicht 680 g, -1,7 SDS, SDS-Angaben korrigiert auf das 
Geburtsalter) mit Mikrozephalie (Kopfumfang 21,5 cm, <3. Percentile). Das 
Neugeborenenscreening gab keinen Hinweis auf eine metabolische oder 
endokrinologische Erkrankung der Patientin. Im postnatalen Verlauf stellte sich kein 
adäquates Aufholwachstum ein. Der Körperbau entwickelte sich zunehmend 
disproportional mit radiologisch nachweisbaren Skelettdysplasien der Arme, Beine und 
Hüften sowie einer stark verzögerten Knochenreife (Knochenalter 0,92 Jahre bei einem 
chronologischen Alter von 4,1 Jahren). Ein Therapieversuch mit rekombinantem GH 
blieb ohne Erfolg. Mit 5,7 Jahren präsentierte die Patientin erstmalig klinische Zeichen 
einer zerebralen Ischämie. Neuroradiologische Untersuchungen ergaben den Befund 
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einer Moyamoya-Erkrankung. In neuropsychologischen Tests wurde zudem eine mentale 
Retardierung mit verzögerter sprachlicher Entwicklung diagnostiziert. Die Patientin ist 
die einzige Betroffene in der Familie. Das klinische Bild der Patientin zeigte sich zunächst 
für keine bestimmte Form des Kleinwuchses pathognomonisch. Mittels 
molekulargenetischer und molekularbiologischer Untersuchungen wurde versucht die 
zugrunde liegenden Mechanismen des Phänotyps besser zu verstehen. Eine 
Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (dHPLC) aller Exone des IGF1R-Gens und 
die anschließende Sequenzierung auffälliger PCR-Produkte ergaben eine heterozygote 
Punktmutation in Position 4082. Diese Mutation hat einen Aminosäureaustausch in 
Position 1.361 des IGF1R-Proteins von Leucin zu Arginin zur Folge (L1361R-IGF1R). 
Die Mutation betrifft damit den zytoplasmatisch gelegenen C-terminalen Schwanz des 
IGF1R. Funktionell relevante Mutationen im IGF1R-Gen führen zu unterschiedlich 
stark ausgeprägtem persistierenden Kleinwuchs (-1,5 bis -5,0 Größen SDS) mit 
IGF1-Resistenz (80). Der Vater wurde als Konduktor für die genannte IGF1R-Mutation 
identifiziert. Dieser zeigte allerdings keine klinischen Manifestationen wie Kleinwuchs 
oder IGF1-Resistenz. Trotz der massiven Wachstumsretardierung der Patientin konnte 
auch bei ihr keine IGF1-Resistenz nachgewiesen werden. Dies führte zu der Hypothese, 
dass das Vorliegen einer weiteren Mutation, welche allein oder in Kombination mit der 
bereits identifizierten IGF1R-Mutation ursächlich für den ausgeprägten Phänotyp der 
Patientin sein könnte. 
Weitere genetische Analysen ergaben eine zusammengesetzte heterozygote 
PCNT-Mutation in den Positionen 1.753 und 5.320 des offenen Leserahmens. Mutter 
(E1774X-PCNT) und Vater (R585X-PCNT, bereits beschriebene Mutation (26)) – beide 
phänotypisch unauffällig – wurden als  heterozygote Träger der jeweiligen 
PCNT-Mutation identifiziert. Beide Nukleotidveränderungen resultieren in einem 
verfrühten Translationsabbruch im entstehenden Protein und damit möglicherweise zu 
einem Funktionsverlust des PCNT (22;26). 
 
4.2 Experimentelle Untersuchungen 
 
Für den experimentellen Ansatz standen neben Primärzellen der Patientin auch mit 
dem mutierten Rezeptor transfizierte IGF1R-defiziente Mausfibroblasten (R--Zellen) zur 
Verfügung. 
Eine erste Versuchsreihe wurde mit Patientenfibroblasten durchgeführt. Die 
Untersuchung einer womöglich veränderten Zellproliferation in normalem 
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Kulturmedium, serumfreien Medium oder unter IGF1-Stimulation sollte einen ersten 
Hinweis auf die zugrunde liegenden Mechanismen des Patientenphänotyps geben. Als 
Kontrollzellen dienten alters- und geschlechtsidentische humane Fibroblasten. In einer 
Analyse mittels water soluble tetrazolium-1-Reagenz (WST-1-Reagenz) zeigte sich in allen 
drei Kulturansätzen eine signifikant reduzierte Proliferationsfähigkeit der 
Patientenfibroblasten. Die Proliferationsrate in den ersten 24 h der Stimulation durch 
IGF1 erschien dabei nicht verändert. Bei längerer Stimulation (48 h) mit IGF1 konnte 
keine weitere Steigerung der Zellproliferation erreicht bzw. das Proliferationsdefizit nicht 
ausgeglichen werden. Es folgten weitere Versuche mit Patientenfibroblasten um eine 
erste Charakterisierung des mutierten IGF1R durchzuführen. Dies umfasste die 
Bestimmung der Gesamt-Proteinexpression des mutierten IGF1R, die IGF1 induzierte 
Rezeptorphosphorylierung im Western Blot sowie die Oberflächenexpression mittels 
Durchflusszytometrie. In allen Versuchen zeigten sich keine signifikanten Abweichungen 
zum Wildtyprezeptor.  
In den weiteren Versuchen sollte eine tiefergehende funktionelle Charakterisierung des 
mutierten IGF1R erfolgen. Es sollten die Rezeptorexpression und Phosphorylierung, die 
Rezeptor-Signaltransduktion und die Interaktionen mit C-terminalen Adapterproteinen in 
transient transfizierten R--Zellen und transformierten Hefestämmen vom Typ 
EGY48 lacZ untersucht werden. Dieser experimentelle Ansatz verhindert eine 
Überlappung der Ergebnisse durch den Wildtyp-IGF1R (WT-IGF1R) und erlaubt somit 
die spezifische Charakterisierung des mutierten IGF1R-Proteins. Hierfür musste die 
IGF1R-Mutation zunächst in die entsprechenden Transfektionsplasmide kloniert werden. 
Wildtyp-IGF1R-DNS wurde in das pBSK+Plasmid kloniert und mittels PCR unter 
Verwendung eines mutierten Adapter-Primers ortsgerichtet mutiert. Das entstandene 
pBSK+L1361R-IGF1R-Plasmid wurde extrahiert und die veränderte Sequenz in die 
Expressionsplasmide pcDNA3.1+IGF1R (R--Zellen) und pLexA-IGF1R-C 
(EGY48 lacZ) ligiert. Nach Transfizierung der L1361R-IGF1R-cDNS-Plasmide 
überexprimierten die genannten Zellsysteme ausschließlich den mutierten Rezeptor. Als 
Positivkontrolle dienten Zellen transfiziert mit dem WT-IGF1R, als Negativkontrolle 
eine bereits zuvor im Labor hergestellte kinaseinaktive Defektmutante des IGF1R (63). 
Der qualitative Nachweis der Gesamt-Proteinexpression und der zeit- und 
dosisabhängigen IGF1 induzierten Phosphorylierung von IGF1R, Akt und Erk1/2 
(MAPK) in R--Zellen erfolgte über eine Western Blot Analyse. In diesen Versuchen ergab 
sich keine signifikant veränderte IGF1 abhängige Stimulation und Signaltransduktion des 
ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT 
 - 38 -
mutierten IGF1R. Als abschließende Untersuchung des IGF1R-Signalweges wurde die 
direkte Interaktion des mutierten IGF1R mit drei seiner C-terminalen Adapterproteinen, 
GIPC, Regulatory subunit p85 phosphoinositide-3 Kinase (p85PI3K) und 14-3-3ß, unter 
Verwendung einer Hefezell-basierenden Yeast-two-hybrid-Systems evaluiert. Als 
Positivkontrolle diente der Nachweis der Assoziation des konstitutiv aktivierten IGF1R 
mit Insulin Rezeptor Substrat (IRS1). Zwischen L1361R-IGF1R und allen genannten 
Adapterproteinen fand eine Interaktion statt. Dies konnte mit Hilfe von o-Nitrophenyl-
β-D-Galactopyranosid-Assays bestätigt und quantifiziert werden. So wurde im Vergleich 
zum WT-IGF1R eine signifikant stärkere Interaktion zwischen L1361R-IGF1R und IRS1 
gemessen. Es ist beschrieben, dass Mutationen oder Deletionen im C-terminalen Teil des 
IGF1R mit einer höheren Affinität von IRS1 und Rezeptor einhergehen (81). Weiterhin 
wurde eine normale, zum Wildtyp nicht veränderte Interaktion zwischen mutiertem 
Rezeptor und p85PI3K sowie eine moderate aber signifikant reduzierte Interaktion von 
L1361R-IGF1R und 14-3-3ß detektiert. Am interessantesten erscheint allerdings eine um 
etwa 50 % verminderte Interaktion zwischen L1361R-IGF1R und GIPC. GIPC ist 
verantwortlich für die Rezeptorstabilität und den Transport des IGF1R in der Zelle 
(82;83). Weiterhin dient es als Signalmolekül der IGF1R-Signaltransduktion unabhängig 
von MAPK und AKT. Allerdings scheint in Anbetracht der fehlenden klinischen 
Symptomatik des Vaters als Konduktor der IGF1R-Mutation, die abweichende 
Interaktion von GIPC und dem mutierten IGF1R höchstwahrscheinlich innerhalb des 
physiologischen Bereichs zu liegen. Eine zusätzliche Mutation im GIPC-Gen als 
‚second hit’ konnte bei der Patientin nicht gefunden werden. 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass keiner der Versuche konkrete Hinweise auf 
eine eingeschränkte IGF1R-Funktion ergab. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine stark 
verminderte Proliferation der Patientenfibroblasten. Eine durch IGF1 stimulierte 
Zellproliferation war zwar möglich, konnte allerdings nur für einen kurzen Zeitraum 
(24 h) das Proliferationsdefizit kompensieren. In Hinblick auf die zellbiologischen 
Funktionen von PCNT, könnte die zusammengesetzte heterozygote PCNT-Mutation der 
Ausgangspunkt für den zugrunde liegenden Mechanismus der reduzierten 
Zellproliferation sein und so womöglich den Phänotyp der Patientin begründen. Um dies 
zu beweisen sind allerdings weitere intensive molekularbiologische Untersuchungen 
notwendig. Unter Berücksichtigung der Klinik der Patientin wurde die Diagnose eines 
MOPDII Kleinwuchses gestellt.  
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4.3 Zusammenfassung 
 
Die Folgen von persistierendem Kleinwuchs gehen weit über die bloße 
Einschränkung der Körpergröße hinaus. Für die betroffenen Patienten bedeutet dies 
neben psychosozialen Problemen auch ein erhöhtes Risiko für verschiedene 
Erkrankungen und eine damit einhergehende verminderte Lebenserwartung. Trotz 
wachsender Kenntnis über mögliche genetische Ursachen einer anhaltenden 
Wachstumsretardierung sind diese bis zum heutigen Tag nicht vollständig aufgeklärt. 
Eine genaue und frühzeitige Diagnose wird zusätzlich durch die unterschiedlichen 
klinischen Ausprägungen bisher bekannter Kleinwuchs-assoziierter Mutationen und 
Syndrome erschwert. 
Die in dieser Arbeit beschriebene Patientin fiel durch eine stark ausgeprägte prä- und 
postnatale Wachstumsretardierung auf, welche zunächst nicht eindeutig einer bestimmten 
Form von Kleinwuchs zugeordnet werden konnte. Es folgten ausführliche klinische und 
auch erste genetische Untersuchungen. Hierbei konnte eine neue heterozygote 
IGF1R-Mutation identifiziert werden. Die darauf folgenden aufwendigen funktionellen 
Analysen konnten allerdings eine signifikante Funktionseinschränkung des Rezeptors 
nicht bestätigen. Erst durch weitergehende klinische, genetische und 
molekularbiologische Analysen konnte eine heterozygote zusammengesetzte 
PCNT-Mutation als mögliche Ursache für den Phänotyp der Patientin ermittelt werden.  
Die fehlende funktionelle Relevanz der IGF1R-Mutation bestätigt die Annahme, dass 
nicht jede extrem seltene Sequenzvariation pathogene Eigenschaften vermittelt und somit 
in dominanten Krankheitsbildern – wie im Fall von IGF1-Resistenz – auch nicht mit 
einer Co-Segregation von Phänotyp und Genotyp einhergeht. Die Suche nach einer 
zweiten sogenannten second hit-Mutation bleibt daher eine der größten 
Herausforderungen in polygenetisch beeinflussten Prozessen wie dem Wachstum. 
Daneben besteht noch immer ein erheblicher Forschungsbedarf in der Identifizierung 
und Beschreibung bisher unbekannter Mechanismen von prä- und postnatalem 
Kleinwuchs und hypomorphen Genvarianten wachstumsassoziierter Gene.  
Diese Arbeit verdeutlicht, dass auch künftig umfassende molekularbiologische 
Untersuchungen der funktionellen Relevanz von Mutationen nötig sein werden, um ihre 
pathogene Auswirkung zu beurteilen, das Verständnis eines heterogenen klinischen 
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